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１．はじめに
平成９年１月２曰，Ｃ重油19,000ｋlを満載したロシア船籍タンカー「ナホトカ」号は，島根県沖
106ｋｍの荒天の日本海を航行中，船体を二つに破断し，船首部分が１月７日に福井県三国町の海岸
に漂着座礁した。この事故の状況と漂着重油の回収については既に詳しく報告されている('-3)。ま
た，漂着重油には多数の重油炭化水素分解細菌が付着・生息して，重油炭化水素を分解しているこ
とを先に報告した(4)｡今回は続報として,金沢市の４つの海岸においての漂着重油の分解とそこに生
息する重油炭化水素分解細菌の挙動を１年間にわたって観察調査した結果と，その後新たに発見し
た高い重油分解能を持った細菌について報告する。特に遺伝子分析により同定したHZzん”o"“属
の－菌株の性状・性質に重点をおいて記す。
２．実験方法
２．１重油塊試料の採取
重油塊試料は，金沢市打木浜，専光寺浜，金石浜および大野浜に設定した定点より，毎月採取し
た。図１に採取点の概略を示した。各採取点は汀線より約40～60ｍ陸側地点にある(3)。
ただし，海岸線の波浪による侵食により調査途中で採取点が失われたものもあった。採取した試
料は，氷冷下輸送し，採取曰の内に，付着生息する重油炭化水素分解細菌の菌数計測に用いた。残
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図１．金沢市の海岸の重油塊試料採取地点
②は採取点を示す。
存試料は4°Ｃで保存した。対照試料として，各浜の海水および砂を随時採取した。なお隣接する内灘
町の内灘浜での重油塊試料も，平成９年３月１２曰および１６曰に採取した。また，平成９年４月１７
日に大野浜の表層より漂着重油を採取し，重油を炭素源とする培養実験に用いた。
2.2重油炭化水素分解細菌の分離と培養及び菌数の測定
重油炭化水素分解細菌の分離･培養及び菌数の測定は前報に記した方法を用いた(4,5)。また，平成
１０年１月１３曰に大野浜の表層で採取した重油塊（22.379）を用い，重油炭化水素分解細菌の１個
の油塊での分布を調べた。前報の方法により，この油塊より１９を分取し全体の菌数を測定した。さ
らに中心部で切断し，表面と内部より試料をそれぞれ１９採取しその菌数を測定した。
2.3重油塊試料の重油含量の測定
重油塊試料の重量を測定し，これより約１９を分取し精秤した。これに２ｍlのｎ－へキサンを添加
し，可溶性成分を抽出した。その１ｍlを分取し，窒素気流下ｎ－へキサンを気化して除き，更にデシ
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ケーター内で減圧乾燥した後，残存物を秤量した。
２．４分離菌株の高級炭化水素および重油の分解能の検定
分離菌株をｎ－テトラデカン５８ｍｇを含む５ｍlの無機塩類液体培地(4)に接種し，２８°Ｃで振とう培
養を行った。菌体の生育は560ｎｍでの濁度を測定して調べた。重油を用いた場合は，平成９年４月
に大野浜で採取した重油を，ｎ－へキサンに溶解し，砂やごみなどの不溶物をのぞき，滅菌直後の高
温の無機塩類液体培地５ｍlに６５ｍｇ(乾燥重量）を添加した。ｎ－へキサンを揮発して除き，冷後そ
れぞれの菌株を植菌した。２８℃で振とう培養を行った後，液体培地表面に浮遊する油塊の消失と，
培地の菌体および濃褐色の不溶性不純物による濁りの増加から定,性的に観察評価した。
２．５多種の油脂を炭素源としての生育実験
真空ポンプオイル，灯油および植物油のそれぞれ約0.1ｍlを５ｍlの無機塩類液体培地に加え，ｎ
_テトラデカンを使用した場合と同様に生育実験を行った。また，流動パラフィン３ｍlを200ｍlの
無機塩類液体培地に加え植菌後，スタラーで攪枠して２８°Ｃで培養した。
２．６，－エイコサンを炭素源としての培養とその炭化水素表面の変化の観察
約20ｍｇのｎ－エイコサン（n-C2oH42）を５ｍlの無機塩類液体培地に加え滅菌した。滅菌後，静
置することにより液体培地表面にｎ－エイコサンの白色ディスクを形成させた。これに植菌し，２８℃
で振とう培養を行った。一夜培養後,ｎ－エイコサンのディスクを取り出し，Pd-コーティングは行わ
ず，走査電子顕微鏡でチルド法（低真空度，温度-10°Ｃ）により観察した。
２．７細菌同定のための16sリボソームＲＮＡの遺伝子の塩基配列分析
ダイゴＳＣＤ培地を食塩濃度３％に調整して栄養液体培地とした。500ｍ1-培養フラスコに５０ｍｌ
の本培養液を加え，滅菌後，植菌し１昼夜28°Ｃで振とう培養を行った。菌体を集菌し，３％食塩水で
洗浄し，フリーザー(-60°Ｃ)に保存した。菌体の全ＤＮＡをフェノール法により抽出し,冷アルコー
ル沈殿法により精製した(6)。ＤＮＡ濃度は試料溶液の260ｎｍの吸光度の測定により決定した。１６Ｓ
リポソームＲＮＡ遺伝子分析を行うためのpolymerasechainreaction（PCR）を行うために次のプ
ライマーを合成した。Ｒ-519＝5,-GWATTACCGCGGCKGCTG-3，，Ｒ-907＝5,-ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣ
ＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴ－３，,R-l392＝5,-ACGGGCGGTGTGTRC-3,,（Ｋ＝ＴまたはＧ,Ｍ＝ＡまたはＣ，
Ｒ＝ＡまたはＧ，Ｗ＝ＡまたはＴを示す(7)｡)全ＤＮＡを鋳型とし，上記の２種のプライマーを使用
して，nz9-DNApolymeraseを用いてＰＣＲを９４°Ｃで変`性，５０°Ｃでアンニールおよび，７４°Ｃでの
ＤＮＡ伸張反応を３０サイクル行い，１６ＳリポソームＲＮＡ遺伝子の中央部分（約870塩基対）の増
幅を行った｡生成物ＤＮＡ断片はアガローズゲル電気泳動法で精製した｡精製ＤＮＡ断片を鋳型とし
て，その塩基配列分析をファルマシア塩基配列分析キットを用いて行った。得られたデータは
DＮＡＳＩＳ－ＭＡＣ（日立-ソフトウエアー）を用いて解析した。なお，本方法を確認するために，大腸
菌の全ＤＮＡを用い，同様の操作を行って得た塩基配列データを既知配列と比較した。多種細菌の
１６ＳリポソームＲＮＡ遺伝子の塩基配列データは曰本ＤＮＡデーターバンク（ＤＤＢＪ）より取り寄せ
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た。UT103株の得られたデータは一部不確定な部分があるが，ＤＮＡデーターバンク（DDBJ）に
登録した。（登録番号：ＡＢＯ24933）
2.8細菌の検鏡
分離した菌株は，pt-pdコーティング後，走査電子顕微鏡（日立U-2250SおよびS-3200N）で
観察した。
2.9試薬および酵素
高級炭化水素類および流動パラフィンは和光純薬より，真空ポンプオイルは松村物産より，植物
油はコーンオイルを，灯油は市販のものを購入した。Zlz9-DNApolymeraseは宝酒造，Autocycle
Sequencingkitはファルマシアから購入した。その他の試薬類は市販の特級品を使用した。
３．結 杲
3.1採取した重油塊
平成９年１月１８曰に金沢市の４海岸への重油の漂着が始まり,冬季の荒天と波浪のために波打ち
際から３０～60ｍの地点に大量の重油塊が見られた｡重油試料採取点は図１に示した打木浜,専光寺
浜，金石浜，大野浜の漂着重油量の多い地点を選び，この場所に４，２の試料採取区画を設定した。
この区画内の重油塊の分布量を平成９年３月より平成10年３月までの１年間にわたり，表層，深さ
１０ｃｍまで，及び20ｃｍまで調べ，また採取した。油塊分布に関しては金沢市の報告書(3)に記され
ているが，いずれも表層より２０ｃｍ以内の砂中に分布していた。この設定区画より採取した油塊の
採取曰とその重量を表ｌに示した。ナホトカ号からの漂着Ｃ重油の化学組成は，C2oのｎ－エイコサ
ンを中心にして，Ｃ９～C30の高級炭化水素であり，芳香族化合物は少なかった(8)。
漂着後時間の経ていない油塊は柔らかく，その周りに海砂が付着した状態であった。しかし５カ
月後のものでは固くて脆く壊れやすいものへと
大きく性質が変わっていた｡油塊の重油含量は，０
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漂着時の１月のものではｎ－へキサン抽出物と
して約24％あったが，７月に採取した油塊では
約４％であった。図２に表１に示した油塊の重
油含量を調べた結果を示した。漂着した油塊の
重油含量は初めの６ヶ月で急速に低下し約４％
程度になり，その後徐々に低下していることが
明らかとなった。
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図２．漂着重油塊の重油含量の径時変化
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３２重油塊に生息する細菌
海岸に漂着した油塊には前報に記した様に，多数の細菌が付着し増殖していることが確認され
た(3,4,5)。これらの細菌を分離し，ｎ－テトラデカンを唯一の炭素源･エネルギー源とする無機塩類液体
培地で培養した結果，重油炭化水素分解細菌であることが明らかとなった。また海水，海砂にも同
様の細菌が存在していた。表ｌで示した重油塊にはこれらの細菌がどのくらい生息しているのかを
調査し，まとめた結果が図３である｡重油塊１９当たりに生息し増殖する重油炭化水素分解細菌の菌
体数(概数)は，約106から約108個であった。特に注目すべき事柄は，漂着して曰時の経ていない
２月に採取した油塊に冬季で低温下にあったにも関わらず約105個の本細菌を検出した事であ
る(4)。３月から７月にかけて菌数の急激な増加が見られ，これは前記の油塊中の重油含量の減少，ざ
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らに油塊の高い粘性構造体から脆い構造体への変化と，深い関係があるものと考えられた。また’
個の重油塊での重油炭化水素分解細菌の分布を調べた結果，細菌は油塊全体には約３．９×106個/９，
表面部分には約１×107個/9,中心部分には約１．３×１０７個/ｇであり，油塊全体に細菌は分布して増殖
し，重油炭化水素を分解摂取している事が明らかとなり，この結果も重油塊の分解にこれらの細菌
が重要な働きをしていることを支持するものである。
3.3重油塊より分離した重油分解細菌
毎月採取した油塊より重油分解細菌を分離し２４の菌株を得た。これらをｎ－テトラデカン･無機塩
類液体培地および重油一無機塩類液体培地を用いて，さらにスクリーニングを行った。その結果，
これらの培地で生育のよい，重油分解能の高い菌株４種(SY103，UTlO3，0209,Ｋ103）を選び
出す事が出来た。検鏡の結果，KlO3株は桿菌，他は短桿菌であった。図４にこれらの菌株をｎ－テ
トラデカンー無機塩類液体培地で培養実験した結果を示した。どの菌株も２８°Ｃ,２４時間の振とう培
養で対数増殖期を終えて,旺盛な生育を示した。この時のテトラデカンの消費は8.4～30ｍｇであっ
た。写真１は１８時間後の培養液であり，（a)0209株，（b)SYlO3株，（c)UT103株がテトラデカン
を消費して良く生育していることが分かる。これらの菌株のｎ－へキサデカン(n-C16H34)，ｎ－オクタ
デカン（n-C18H38)，ｎ－エイコサン（n-C2oH42）を炭素源.エネルギー源とした場合でも，生育速度
に違いがあるが，同様に炭素源として消費し生育した。この結果は使用した菌株がＣ重油の主成分
炭化水素類を生育のために利用することが可能であることを示している。
次に重油を炭素源・エネルギー源として培養を行った結果が写真２である。重油は平成９年４月
に大野浜で採取したものを，ｎ－へキサンに溶解し，砂やごみなどの不溶物をのぞき，滅菌直後の高
温の無機塩類液体培地５ｍlに６５ｍｇ(乾燥重量）を添加した。ｎ－へキサンを揮発して除き，冷後そ
れぞれの菌株を植菌した。写真２－ａは植菌しなかった対照であり，重油滴が液面に浮上している。
これに対し植菌したものは，菌の生育にともなって，重油滴は液面から消え，培養液は茶褐色から
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図４重油炭化水素分解細菌４株のテトラデカンー無機塩類液体培地での生育
曲線２８°Ｃでの振とう培養
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(c）(b）(a）
写真１．テトラデカンー無機塩類液体培地で生育した重油炭化水素分解細菌
（a）0209株、（b）SY103株、（c）UT103株
培養条件は「実験方法」に記した。
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写真２．重油の重油炭化水素分解細菌0209株、UT103株による分解。
（a）菌株を植菌しないもの、（b)0209株、（c）UT103株
培養条体は「実験方法」に記した。
黒褐色の溶液に変化した。写真２－ｂは１８時間後の0209株の培養液の状態を示す。また写真２－ｃは
UT103株で浮遊した重油滴は完全に消え，培養液は濃い茶褐色になったことを示している。さらに
本菌株では培養試験管の液面より上の壁が，振とう培養を行ったにもかかわらず，油成分で汚れて
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いないことが特徴である。このことは本菌株が強い重油分解能を持つことによると考えられる。
これら４種の菌株はまた，真空ポンプ油・灯油･植物油でも，差は見られるもののよく生育した。
（写真3-a，ｃ，ｄ)また，流動パラフィンでも，UT103株は良く生育した。（写真４）この結果は
これらの菌株が広い範囲の炭化水素化合物，長鎖脂肪酸を炭素源・エネルギー源として利用する能
力があることを示唆している。更に培養時の食塩濃度を変化したところ，UT103株は０％では生育
することが出来ないが，他の３株は生育することが明らかとなった。（写真5)UTlO3株は好塩性細
菌で他は耐塩`性細菌であるとことを示している。
[２］[１］
綿
パビ懲劇
(a）（b）（c）（｡） (a）（b）（c）（d）
写真３．重油炭化水素分解菌の各種の油を用いての培養実験
［１］Ｕ103株、［２］0209株
（a）真空ポンプ油、（b）テトラデカン、（c）灯油、（｡）植物油
実験条件は「実験方法」に記した。
写真４液体パラフィン炭素源とした生育したUT103株
培養条件は「実験方法」に記した。
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写真５．重油炭化水素分解細菌の生育に対するＮａCl濃度の影響
（a)と(b)は0209株、（c)と(｡)はUT103株
ＮａＣｌ溶度は(a)と(c)は０％、（b)と(｡)は３％
他の実験条件は「実験方法」に記した。
3.4エイコサンデイスク表面の細菌の生育による変化
ｎ－エイコサンは常温では固体であり，液体培地表面に浮遊するディスクを形成する。これに菌株
を植菌し，２８°Ｃで１８時間培養すると，ディスク表面に変化が観察された。更に長時間の培養により
ディスクの大きさは小さくなって行った。また色素を形成するSY103株ではディスク表面が榿色
に着色した。このエイコサンデイスクを取り出し，走査電子顕微鏡でチルド法によりその表面の観
察を行った。写真６－ａは対照で平滑な構造をしている。写真６－ｂは０２０９株，ｃはＳＹｌＯ３株，ｄは
ＵＴｌＯ３株，ｅはＫ103株を植菌したディスク表面である。対照ａに比べ，植菌したｂ，ｃ，ｄ，ｅで
はエイコサン表面は変化し，穴や溝状の構造が見られた。またその周りには多くの菌体が高倍率で
の観察で確認された。この結果は固体のエイコサンがこれらの細菌により直接摂食され，表面が平
板状態からこの様な荒れた状態に変化した事を表している。
3.5菌株の同定
菌株の同定を分子生物学的手法により，１６ＳリポソームＲＮＡの遺伝子を分析することにより
行い，UTlO3株と0209株の同定をした。実験方法に示した共通配列に基づいて作成したプライ
マーを用いて約８７０塩基のＤＮＡ断片を得て，塩基配列の決定を行った。得られた結果をＤＮＡ
データーバンクの各種細菌のｌ６ＳリポソームＲＮＡ遺伝子の塩基配列と比較したところ，表２に
示した様にUTlO3株はＨ〃ん机o"ａｓ属の細菌７種に対して相同'性が高く（81.7～94.6％)，特に
Ｈz/owo"(zszﾉαγitzMfsに対して最も高い価を示した(9)｡また,0209株はＥＣ"伽”o"ａｓ属の細菌３種
に対して高い相同性を示した（81～94％)。
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(b）(a）
(｡）(c）
(e）
写真６．重油炭化水素分解細菌によるｎ－エイコサンの分解摂取の電子顕微鏡による観察
（a）対照（無接種)、（b）0209株、（c）SY103株、（d）UT103株、（e)Ｋ103株
観察倍率（c)は200倍、他は400倍
実験条件は「実験方法」に記した。
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表２．UT103株16Ｓ－ｒＲＮＡ遺伝子の塩基配列の相同性の比較
菌株名相同性（％）
ＨａﾉomonasvaIaiaMis ９４．６
Halomonashalodurans ９０．４
HaIomonassubglaciescokl８９．９
Halomonascampusalis ８９．４
HalomonasmeHdiana ８８．７
Ｈａｌｏｍｏｎａｓｅﾉengata ８７．５
Ｆ/avobacteriumhalmOphil８７．６
Mannobacteraquaeolei８３．４
FseudomonasnauticMB８３．４
Pseudomonasoleovozzms ８２．８
Ｍ日rinobacterhydrocarbonodasticus ８１．７
考 察
ナホトカ号からの流出．漂着重油の海岸での分解過程を平成９年３月から平成１０年３月までの１
年間にわたって観察調査した結果をまとめたものが，図２と図３である。この結果は石川県保険環
境研究所での石川県内の他の海岸に漂着した重油中のｎ－アルカンの分析結果と良く一致し,漂着重
油塊の重油含量が半年の問に急速に低下した事をよく示している(１０)。図３に示した油塊に付着増殖
する重油炭化水素分解細菌の菌数は，春から夏にかけて急速に増加していることが見られ，この事
実は漂着重油がこれらの重油炭化水素分解細菌により分解されたことを支持している。また１個の
重油塊での重油炭化水素分解細菌の分布を調べた結果，細菌は油塊の表面だけでなく，内部にも同
様に分布していることが分かり，この結果も上の事柄を支持するものである。重油塊が初めは軟粘
性のものであったが,６月には固く脆く砂粒に壊れやすいものに変化していたことは,重油炭化水素
分解細菌による高級炭化水素の分解消費の結果によるものである。漂着当初は海岸の浄化回復がど
のくらいの年月を要するものか，推定は困難であったが，予期に反して早いものであり，平成９年
の夏には金沢の海岸で海水浴を楽しむ人々の姿もみられ，また岩のりの採取も行われていた。この
様な漂着重油の生物分解には，その場所の自然条件が大きく関わり，特に能登，珠洲市海岸での浄
化の遅いことが指摘されていた('０)。
前報において，重油塊に付着生息する細菌として，その形態変化を起こす'１生質からＡ伽ｍ６ａｃ〃
属の細菌と考えられる菌株がいることを記した(4)。今回のスクリーニングにより，新たに、~テトラ
デカン培地，重油培地で良く生育する４菌株を選びだすことが出来た(図４)。これらの菌株のうち，
UT1O3株と0209株の１６ＳリボソームＲＮＡの遺伝子ＤＮＡの塩基配列分析により，UT103株の
ＤＮＡはHtz/､,zo"qKs属の細菌７種のＤＮＡに最も相同性が高く，特にＨ、zﾉα伽6伽とは９４．６％
の相同性であった（表２)。しかし，この菌株の性質として記されている事柄はUT103株のものと
異なり，同一株とは考えられない(9,11)｡HZZ/OwO"αS属のなかで最近,新たに報告されたＭＺ伽O6aC〃
ﾉZ)ﾉ伽czz6o"oc/tMCz`s('2,13)は海洋性の炭化水素分解細菌であるが，その遺伝子との相同性は８０％と
低く，これも同一ではない。この様な事実から今回分離したUTlO3株はHZzわれo"czs属の新種のも
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のであると考えられる。本菌が好塩'性であり，多種の炭化水素化合物を炭素源・エネルギー源とし
て良く生育することは注目に値する。
重油中の炭化水素はその半数以上が常温以上の融点を持つものであり，この様な化合物を直接菌
体内に摂取することが可能か否かを調べるために，ｎ－エイコサンを例に取り，その表面変化の直接
観察を行った結果，ディスク表面に穴が掘られ，また波状に溝が掘られ，荒れた表面に変化してい
る事が観察された(写真６)。この結果はこれらの細菌が，固体状の長鎖炭化水素化合物を摂取分解
する能力を持つことを示し，このことは粘'性の高いあるいは固化した重油に付着し，その高級炭化
水素化合物を直接に摂取分解し，炭素源・エネルギー源として利用していることを示している。
今回の研究により，北陸の海岸には優れた能力を持った重油炭化水素分解細菌が生息し，漂着し
た重油の生物分解浄化に貢献していたことが明らかとなった。今回の事故が発生するまでは，事
故対策としてこの様な調査研究は全く行われていなかった。金沢の海岸で採取した重油塊試料の研
究で得られた結果で，全曰本海沿岸域での重油炭化水素分解菌の存在の様子を論ずることは不可能
であるが，石川県の曰本海沿岸９地点での海水中の重油炭化水素分解細菌の分布を調べた結果と合
わせ，広い地域にこの種の細菌は分布しているものと考えることが出来る('4)。このことは本研究の
成果とともに，今後の漂着油処理対策として重要な事柄を提供するものである。重油炭化水素分解
細菌は好気的な細菌であり，重油と無機塩類の存在で生育するものである。今回の経験を踏まえて，
漂着油の生物浄化を効率良く行うにはどの様にすべきかを充分に検討する必要がある。環境庁によ
る「海岸の油汚染に対するバイオレメデイエーション利用指針作成検討会」のアンケート調査結果
を見ると，「生物製剤｣の散布による浄化については非常に慎重な意見が多く，その地域に生息する
微生物の有効利用が優先していたことは注目に値することである('5)。
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